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TCDD 诱发 斑马 鱼 胚 胎 shh 基因 表达 
降低 及 其 对 下 颌 发 育 的 影响 
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摘要 : 2，3，7，8- 四 毛 - — £ AE —- 对 - 二 恶 英 (2, 3, 7, 8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin, TCDD) 为 毒性 
很 强 的 环境 污染 物质 。 用 0~ 1.0 ug/L 的 TCDD 处 理 受精 后 24 h (24 hpf) 的 斑马 鱼 胚 至 观察 时 为 止 ， 进 行 了 形 
态 学 观察 、 基 因 阻 断 、 原 位 杂交 、TUNEL 染色 以 及 免疫 学 染色 等 实验 。 结 果 表 明 ，TCDD 处 理 后 会 引起 斑马 包 
下 颌 短小 ，Shh 基因 在 下 颌 部 表达 降低 ; 而 在 芳烃 基 受 体 AhR 功能 阻 断 的 胚胎 中 ，TCDD 并 没有 引起 斑马 鱼 下 
颌 短小 ， 同 时 也 没有 观察 到 Shh 基因 表达 缺失 ; 免疫 学 染色 表明 TCDD 和 Shh 阻 断 物质 Cyclopamine 均 可 引起 
斑马 鱼 下 颌 区 域 增 殖 细 胞 的 减少 。TCDD 引起 的 下 颌 短小 可 能 是 首先 引起 以 AhR 为 媒介 的 Shh 表达 缺失 ， 进 而 
造成 下 颌 部 增殖 细胞 减少 ， 最 终 引 起 下 颌 短小 的 发 生 。 
关键 词 : Shh 基因 ; 芳烃 基 受 体 ; 二 恶 英 ; 基因 阻 断 ; FAM; 斑马 鱼 
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Reduction of Shh Gene Expression and Development of the 
Lower Jaw in Zebrafish Embryos Exposed to TCDD 
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Abstract: 2, 3, 7, 8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) is one of the most toxic environmental pollutants. The 
goal of this study is to understand the cause of the short lower jaw induced by TCDD in the zebrafish embryos. Embryos are 
exposed to TCDD (0-1.0 ug/L) at 24 h post fertilization (24 hpf) until the time of observation and studied by gene 
knockdown, immunohistochemistry staining and in situ hybridization. The results show that TCDD treatment leads to de- 
creases in the size of the lower jaw and reduced Shh gene expression. This effect can be blocked by injection of Morpholi- 
no antisense oligos against AhR2, the potential TCDD receptor. We also find Cyclopamine, a Shh inhibitor, caused short 
lower jaw and decreased cell proliferation in the zebrafish embryos. These results suggest that TCDD might inhibit the ex- 
pression of Shh through AhR and lead to decreased cell proliferation and short lower jaw in zebrafish embryos. 
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二 亚 英 类 物质 有 极 强 的 致癌 、 致 畸 、 致 突变 为 研究 也 受到 重视 。 
主 的 “三 致 ”作用 ， 并 可 能 对 我 们 的 后 代 产生 长 期 有 关 以 二 恶 英 为 主 的 环境 污染 物质 的 研究 所 涉 
的 较 严 重 的 影响 。 自 我 国 加 入 《关于 持久 性 有 机 污 及 的 领域 非常 广 。 分 析 二 恶 英 类 物质 对 人 体 的 毒性 
染 物 的 斯 德 哥 尔 摩 公 约 》 (简称 《POPs 公约 》) 以 ”作用 机 理 、 进 行 基因 毒性 学 研究 ， 是 解 开 二 恶 英 类 
来 ， 人 们 对 二 晋 英 类 (dioxin) 为 主 的 环境 持久 性 ”物质 的 环境 - 机 体 相 互 作用 机 制 的 要 点 ， 是 保护 人 
污染 物质 (POPs) 的 认识 不 断 加 强 ， 有关 二 恶 英 的 。 体 健 康 的 前 提 与 基础 ， 也 是 对 其 生物 学 评价 的 依 
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据 。 只 有 深入 地 了 解 其 机 制 ， 人 们 才能 更 好 地 采取 
有 效 保 护 措 施 ， 加 强 防治 二 恶 英 类 物质 造成 的 环境 
污染 。 

2，3，7，8 -四 氯 - EAE - XE -EK (2, 
3, 7, 8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin, TCDD) 是 毒性 
最 强 的 环境 持久 性 有 机 污染 物 之 一 ， 可 引起 小 鼠 上 
肚 的 开裂 ， 血 液 循 环 系 统 障 碍 等 典型 症状 (Peter- 
son et al, 1993; Theobald & Peterson 1997; Takagi 
et al，2000)。 在 鱼 类 也 观察 到 由 TCDD 引起 的 斑马 
鱼 下 颌 短小 等 典型 特征 (Dong et al，2005)。 这 些 
症状 的 形成 机 制 是 : TCDD 首先 与 细胞 质 内 的 芳烃 
基 受 体 (Aryl hydrocarbon receptor, AhR) 竞争 性 结 
合 ， 再 与 核 内 的 转录 因子 形成 异型 二 聚 体 并 进入 细 
胞 核 内 ， 特 异地 与 DNA 相应 区 域 (dioxin response 
element, DRE) 结合 ， 引 起 以 细胞 色素 P450 
(CYP) 为 代表 的 转录 因子 的 活化 ， 进 而 引起 一 系 
列 基 因 和 转录 调节 的 变化 (Teraoka et al, 2002; Dong 
et al，2004)。 在 与 二 恶 英 的 毒性 密切 关联 的 基因 
中 ,对 AhR 的 研究 较为 深入 ， 用 TCDD 处 理 AhR 
欠缺 小 鼠 ， 没 有 出 现 上 上 蜂 开 裂 及 水 肾病 症 等 综合 症 
(Peterson et al，1993)。 同 样 的 现象 也 在 斑马 鱼 
( Danio rerio) 的 试验 中 发 现 : H TCDD 进行 功能 阻 
WT (knock down) 的 斑马 鱼 胚胎 ,没有 出 现 心血 管 
发 育 障碍 以 及 CYP 的 诱导 (Prasch et al，2003)。 

鱼 类 下 颌 发 育 短小 ， 已 经 成 为 由 二 恶 英 类 物质 
毒性 引起 的 典型 症状 之 一 ， 目 前 已 经 对 虹 鲜 ( On- 
corhynchus mykiss), F # (Oryzias latipes), 、 斑 马 鱼 
等 相继 作 了 定性 报道 (Cantrell et al, 1996; Hor- 
nung et al, 1999; Henry et al, 1997; Teraoka et al, 
2002), ， 而 下 颌 短小 的 机 制 还 不 是 十 分 清楚 。 

我 们 在 以 往 的 研究 中 探 明 TCDD 引起 斑马 鱼 下 
颌 短小 与 Sonic hedgehog (Shh) 基因 表达 相关 联 
(Dong et al，2005)。 斑马 鱼 的 Shh 基因 ， 以 及 类 似 
基因 Tiggy-winkle hedgehog (Twhh ) 已 被 确认 与 头 
部 颜面 、 肢 体 发 育 有 密切 的 关系 。 由 于 Shh 基因 在 
FEF (Paralichthys olivaceus) WW EM, F GRIS x 
达 (Suzuki & Kurokawa, 1996), KE, Young et al 
(2000) 认为 Shh ÆA EMA TE, AE 
相关 。 我 们 使 用 AhR2 基因 阻 断 (gene knock down) 
的 斑马 鱼 ， 研 究 TCDD 对 Shh 表达 的 影响 以 及 
TCDD 对 下 颌 部 细胞 增殖 与 细胞 凋 亡 的 作用 ， 以 期 
探 明 Shh 和 AhR2 的 关系 ， 以 及 Shh 表达 减少 是 否 
与 下 颌 的 短小 有 直接 的 关系 。 


1 材料 和 方法 


1.1 实验 用 鱼 

斑马 鱼 AB 系 ， 由 日 本 酷 农 学 园 大 学 引入 ， 按 
Westerfield (1993) 的 方法 繁育 。 
1.2 采 卵 及 药物 处 理 

将 斑马 鱼 峻 雄 分 别 培养 ， 并 以 L:D = 14:10 96 
周期 促 熟 ， 实 验 前 一 天 混 养 。 自 行 产 卵 受精 ， 收 集 
受精 卵 并 放 入 盛 有 斑马 鱼 林 格 尔 液 (ZR Wk: 38.7 
mmol/L NaCl, 1.0 mmol/L KCl, 1.7 mmol/L HEP- 
ES, 2.4 mmol/L CaCb, pH 7.2) BŽP, 
于 28.5 CHAE (LTI-600ED) FIE, ZH 24 
h (24 hpf, 24 hours post-fertilization) 开始 进行 药物 
处 理 ，TCDD (Cambridge isotope Laboratories, Inc) 
分 别 按 0.1、0.3、0.5 和 1.0 pg/L 的 浓度 梯度 ， 溶 
剂 二 甲 基 亚 砚 (DMSO) 的 最 终 浓 度 为 0.1% ， 将 
药物 加 入 3.5 cm 培养 四， 用 ZR 液 定 容 到 3 mL。 
每 个 培养 四 中 放 和 人 10 个 受精 卵 ， 置 于 28.5 "CHE, 
箱 内 继续 孵化 。 用 含有 0.1% DMSO 的 ZR AAA 
的 卵 作为 对 照 。 
1.3 Alcian-blue 软骨 染色 

发 育 到 一 定时 期 斑马 鱼 胚胎 用 10% BO rp pb Hi 
醛 固 定 24 h， 于 染色 液 (0.1% Alcian blue 8GX/ 
80% 甲 醇 /20% BEBE) 中 染色 6 h， 然 后 用 75%、 
50% 的 酒精 以 及 蒸馏 水 各 清洗 3 h， 再 用 消化 液 
(0.05% 的 胰 酶 /饱和 四 硼酸 盐 ) 以 及 1% KOH/ 
30%H202/ 各 处 理 1 h， 最 后 在 70% 的 甘油 中 观察 
及 保存 。 
1.4 基因 阻 断 

被 检测 基因 $' 末 端的 morpholino antisense 
oligonucleotide JY: 列 为 : AhR2-MO: 5'-TGTACC- 
GATACCCGCCGACATGGTT-3'。 用 4 mis-AHR2- 
MO: 5'-TGaACCcATACCCGCC G t CATcGTT-3' 序 列 
作为 MO 对 照 ， 与 AhR2-MO 不 同 的 4 个 碱 基 用 小 
写字 母 表 示 。 

以 上 morpholino antisense oligonucleotide ( H X 
E] Gene Tools 公司 制 成 ) 稀释 至 30 umol/L， 通 过 
微量 注射 注入 2 细胞 期 的 斑马 鱼 胚胎 ， 使 其 与 二 恶 
英 毒性 关联 基因 AhR 的 $' 末 端 相 应 部 位 结合 ， 从 
而 使 相应 的 mRNA 不 能 转录 翻译 ， 达 到 AhR 基因 
阻 断 的 目的 。 
1.5 原 位 杂交 

原 位 杂交 按 Barth & Wilson (1995) 的 方法 进 
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行 。 用 蛋白 酶 K (10 pg/mL) 室温 消化 15 min， 然 
后 加 入 杂交 液 (50% HI BERE, 5 x SSC, 2 mg/mL 
Torula RNA, 200 pg/mL 肝素 ) 放 于 65 "CÓ RH 848 
中 1 h ( 预 杂 交 ) ， 再 用 含有 Shh 探 针 的 杂交 缓冲 液 
更 换 ， 放 于 恒温 箱 中 过 夜 。 用 2 xSSC、0.2 x SSC 
在 65 所 恒温 箱 中 各 清洗 30 min， 再 用 顺 丁 烯 二 酸 
buffer (100 mmol/L Mi J ÆR, 150 mmol/LNaCI, 
0.1% 吐 温 20, pH 7.5) 清洗 15 min. JH blocking 
buffer (2% blocking reagent, 100 mmol/L 顺 丁 烯 二 
W, 150 mmol/L NaCI, O.19c nti 20, 0.1% Trito 
x-100, pH7.5) 在 室温 清洗 1 h， 放 人 含有 4 000 fi 
稀释 的 抗 - DIG 抗体 (Roche) 并 置 于 4 "CUKAG P 
反应 过 夜 。 在 清洗 液 NTMT (100 mmol/L Tris- 
HCIl, pH 9.5, 100 mmol/L NaCl, 50 MeCL, 
0.1% 吐 温 20) 中 静 置 15 min， 使 用 BM purple AP 
substrate precipitating (Roche) 显 色 - 
1.6 TUNEL 染色 

fat. 48 hpf 开始 分 别 用 0.1% DMSO (Con- 
trol), 1.0 ug/L TCDD, 10 mmol/L Cyclopamine 和 
20 mmol/L Cyclopamine 处 理 ， 至 60 hpf 用 中 性 甲醛 
固定 ， 取 一 部 分 胚胎 进行 整体 TUNEL 染色 ， 男 一 
部 分 常 靓 石蜡 包 埋 、 切 片 ， 进 行 TUNEL 染色 。 首 
先 用 0.3% Hz2Ox 甲 醇 去 除 内 因 性 过 氧化 酶 ， 再 用 
EAN K (Proteinase K, 10 pg/mL) 消化 后 ， 滴 加 
反应 液 〈 反 应 缓冲 液 500 pL, Biotin-16-dUTP 5 uL, 
Terminal deoxynucleotidyl transferase 2.79 uL), 于 4 
和 冰箱 中 反应 一 夜 〈 切 片 染 色 时 37 CR 2 h), 
用 PBS 清洗 后 滴 加 AB 试剂 (Elite, Vector), R 
反应 1 h，PBSs 清洗 后 用 3, 3'-Diaminobenzidine Te- 
trahydrochloride Dihydrate (DAB, KKF) BE, 
759c 89 HI PERE APER) BRA 
处 理 随 机 选取 10 个 胚胎 ， 显 微 镜 检测 ， 计 数 观察 
到 的 所 有 阳性 细胞 。 
1.7 免疫 染色 

HEMA 48 hpf 开始 分 别 用 0.1% DMSO (Con- 
trol), 1.0 ug/L TCDD, 10 mmol/L Cyclopamine 和 
20 mmol/L Cyclopamine 处 理 ， 至 60 hpf 用 中 性 甲醛 
4 CEHE 24 h， 常 规 石 蜡 包 埋 、 切 片 、 梯 度 酒精 脱 
水 。 用 蛋白酶 K 消化 ，1% 蕊 血清 /PBTR ( 含 1% 
Triton X-100 的 PBS) 30 min 处 理 后 ， 与 小 鼠 抗 H3 
单 克隆 抗体 ， 在 4 所 冰箱 中 反应 过 夜 。 用 PBTR 清 
洗 后 ， 滴 加 第 二 抗体 抗 小 鼠 IgG 抗体 (200 fi fs 
释 ) ， 置 于 室温 反应 ho Hj ABC KIT (Vectar Lab) 


发 色 ， 用 甲 基 绿 (methyl green) 对 比 染 色 。 部 分 胚 
台 进行 整体 免疫 染色 。 显 微 镜 检测 ， 每 个 处 理 随 机 
选取 10 个 胚胎 ， 计 数 观 察 到 的 所 有 阳性 细胞 。 
1.8 统计 方法 

试验 所 得 数据 用 平均 值 + 标准 误 表 示 ， 用 
SPSS 统计 软件 进行 单 因 素 方 差分 析 (One-Way 
ANOVE), LSD 法 进行 多 重 比 较 ， 差异 显著 性 水 平 
设置 为 a=0.05, 极 显著 水 平 设 为 a=0.01。 


2 结 果 


2.1 TCDD 引起 的 短 下 颌 

通过 软骨 染色 ， 在 72 hpf 观察 到 TCDD 已 经 引 
起 麦克 氏 软 骨 以 及 第 一 到 第 五 鳞 骨 发 育 的 低下 ， 在 
96 hpf 以 及 120 hpf， 不 但 观察 到 麦克 氏 软 骨 发 育 的 
低下 还 观察 到 鳃 骨 发 育 的 畸形 ， 如 鳃 骨 呈 波纹 状 
(图 1 一 12)。 
2.2 TCDD 处 理 引 起 Shh 表达 的 降低 与 AhR 的 

关系 

在 对 照 组 ，Shh 从 48 hpf 于 下 颌 原 基 开 始 表 
ik, 55 hpf 时 在 下 颌 处 的 表达 最 为 明显 。Shh 的 表 
达 部 位 为 神经 底板 、 上 额 以 及 下 颌 。0.3 pg/L 
TCDD 对 Shh 表达 无 显著 影响 ,但 从 0.5 pg/L JF 
始 ，Shh 在 下 颌 部 的 表达 降低 ; 1.0 pg/L W, 
Shh 在 下 颌 部 几乎 没有 表达 (图 14)。 在 2 细胞 期 
PHE AhR2 基因 ， 再 用 同样 的 方法 处 理 和 原 位 杂 
交 ，AhR2-MO 本 身 没 有 对 下 颌 没有 任何 的 影响 
(图 15)， 而 在 TCDD 处 理 组 ， 并 没有 观察 到 TCDD 
引起 的 下 颌 短小 和 Shh 表达 显著 减弱 的 现象 (图 
16)。 与 AhR2-MO 有 4 个 碱 基 不 同 的 阴性 对 照 组 ， 
没有 发 现 明 显 的 变化 ， 但 用 TCDD 处 理 后 ， 表 现 为 
Shh 表达 显著 减弱 (图 17，18)。 表 明 斑 马 鱼 在 
TCDD 处 理 时 ，AhR2 基因 是 Shh 的 上 游 控 制 基因 。 
2.3 TCDD 以 及 Shh 阻 断 剂 处 理 引 起 的 细胞 凋 亡 

以 及 增殖 

TCDD 虽 没 有 明显 的 引起 下 颌 部 的 细胞 凋 亡 ， 
但 有 增加 的 倾向 (图 19 一 24)。 方差 分析 结果 表 
明 ，Cyclopamine 极 显 著 影 响 斑 马 鱼 胚胎 下 颌 区 组 
胞 凋 亡 数目 (F324=9.922，P <0.001), TCDD 处 
理 胚 胎 细 胞 凋 亡 数目 为 (2.43 + 0.69) S/A, f 
高 于 对 照 组 (1.14+0.26) (P =0.248), 10 mmol/ 
L Cyclopamine 处 理 组 细胞 凋 亡 数目 为 (5.57 + 
0.97) 个 / 胚 ， 极 显著 高 于 对 照 组 (P <0.001) 和 
TCDD 组 (P 2 0.008) ,但 和 20 mmol/L Cyclopa- 


DDD http://www.cqavip.com 

















5 WJ FRU: TODD UEA IES shh MEUS Je S RIA. H4. EREA EU RE s09 
72 hpf Control TCDD TCDD 
E n 
== A SS 
mi cl cb n 
1 3 4 
96 hpf 
5 
120 hpf 





短小 (Aleian blue 软骨 染色 ) 
mwth by TCDD in zebrafish 
: aM. ILLIS = 100 pm 

+ Meckel's cartilage; pf, pectoral Bn. Bar = 100 pm 
IERE (TCDD); 5—8. 96 hpf: 9—12. 120 lif 


GE 


X 
9 
Fi 1 一 


eb (1V): 8 os HERES éh: WI 


snehial 















eb (IV); First io fifth er 
1—2. T2 hp 0, 1% DMSO REAR C 1 
1 34. WÑ (Ventral views 








1. 3. 侧 而 观 (lateral views); 


Control TCDD AhR2-MO 


AhR2-MO + TCDD 4mis-AhR2-MO 4mis-AhR2-MO+TCDD 


^e ra 


图 13 一 I8 Shh MD YEBEUS fa (55 hp Faft dei 
Figs. 13— 18 Expressions of Shh in lower jaw region of zebrafish (55 hpf) 
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Figs. 19=24 "The apoptosis in lower jaw of zebrafish embryos 

19—21. 从 48—60 hpr, BEW TUNEL 染色 {Embryos were exposed from 48 hpf until 60 hpf, whale mount TUNEL staining) 

22—24. MK 48—60 hpi, UII TUNEL 染色 ， 比 例 民 为 100 pm (Embryos were exposed from 48 hpf umil 60 hpf, section TUNEL staining, 
Bar = 100 pm); 

19, 22. 0.196 DMSO 处 理 (Embryos were exposed 100.1% DMSO); 

20, 23. 1.0 p/i TEDD AERE. (Embryo were exposed to 1.0 jl TEDD); 








21, 24. 10 mmul/L. Cyclopamine 处 理 CEmhryos were exposed to 10 mmol/L. Cyclopamine ) 


mine 处 理 组 差异 不 显著 《P=0.604) (图 31A) 

同样 通过 H3 免疫 染色 ， 观 察 到 TCDD 以 及 Cy- 
clopamine 同样 明 央 的 地 引起 细胞 增殖 降低 (图 
25 一 30)。 方 差分 析 结 果 表 明 ，Cyelopamine 显著 影 
响 广 马 鱼 肪 胎 下 颌 区 增 竺 细胞 数 日 (Fass =4.672， 
P —0.016). TCDD AE FIUH JG JL 0E AULUS T- 3C HE Ay 
(14.33 + .51) 个 / 凸 ， 显 著 低 于 对 照 组 (20.38 + 
1.77) (P=0.011), 但 和 10 mmol/L Cyelopamine 
处 理 组 差异 不 显著 (P=0.902) (图 31B)。 
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本 试验 探讨 了 TCDD 引起 的 短 下 颌 的 控制 基因 
AhR 与 Shh 的 关系 ， 以 及 Shh 基因 与 细胞 的 增殖 、 
细胞 凋 亡 的 关系 。 通 过 基因 阻 断 法 有 力 的 证 明了 








AhR 为 Shh 的 上 游 控 制 基因 ， 而 Shh 基因 的 缺失 
义 可 以 引起 细胞 增殖 的 降低 。 这 与 Praseh et al 
(2003) 的 报道 是 相 一 致 的 ， 即 阻 断 AhR2 基因 
(AhR-MO) 可 以 抑制 TcDD 引起 的 包括 软骨 发 育 在 
内 的 各 种 发 育 障碍 。 也 就 是 说 ，TCDD 引起 短 下 颌 
是 由 于 TCDD 以 AhR2 为 媒介 引起 Shh 基因 表达 的 
降低 及 欠缺 ， 进 一 步 引 起 下 僻 部 细胞 增殖 的 降低 ， 
最 终 引 起 下 颌 的 短小 。 这 也 与 Teraoka et al (2002) 
的 推断 一 致 : 通过 测定 斑马 鱼 初 期 胚胎 下 颌 的 血 流 
量 ， 至 96 hpf 没有 观察 到 TCDD XJ F 89 do dd (RTT 
阻碍 作 几 ， 引 起 短 下 颌 有 可 能 是 因为 TCDD 对 下 颌 
原始 基 的 直接 作用 。 在 我 们 以 往 的 研究 中 发 现 1 
pg/L TCDD 引起 的 下 颌 的 变化 或 短小 是 从 60hpf JF 
始 的 ,0.5 pg/L TCDD 是 从 72 hpf 开 始 的 (Dong et al, 
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25. 28. 0.1% DMSO SEE. {Embryos were exposed tn 0.1% DMSO}; 
26. 29. 1.0 pg/L TEDD 处 理 {Embryos were exposed to 1.0 pg/L TEDD); 
27. 30. 10 mmol/L Cyelopamine 4E. í Embryos were exposed to 10 mmol/L Cyselopamine ) 
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2005); 而 本 研究 发 现在 55 hpf PF, Shh 表达 表现 
为 明显 的 降低 或 缺失 (图 13 一 18) ， 说 明 Shh 表达 
降低 或 缺失 在 出 现下 颌 结构 缺失 之 前 ， 而 非 由 于 结 
构 缺 失 引 起 的 假象 。 

Shh 阻 断 剂 Cyclopamine 的 处 理 引 起 下 颌 增殖 
细胞 数目 的 减少 以 及 细胞 凋 亡 的 增加 ， 同 样 TCDD 
也 引起 的 下 颌 部 细胞 增殖 的 降低 ， 但 并 没有 发 现 细 
胞 将 亡 显著 增加 ， 考 虑 TCDD 引起 斑马 鱼 短 下 颌 不 
仅 是 Shh 表达 的 降低 欠缺 ， 还 有 可 能 有 其 他 控制 基 
因 的 存在 ， 可 能 是 受 其 他 基因 影响 所 致 。 另 外 ， 准 
椎 动物 下 颌 软骨 主要 由 颜面 部 神经 螨 细 胞 迁移 分 化 
而 来 ， 而 Shh 信号 对 神经 贱 细 胞 的 分 化 有 重要 影 
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重要 作用 的 基因 之 一 ; TCDD 引起 下 颌 短小 是 由 于 
TCDD 以 AhR2 为 媒介 引起 Shh 基因 表达 的 欠缺 ， 
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